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En fremgangsmade til at undersagc grise for at bestemmc om 6c a egnet til avl eller 
formering. ved bviUcen en prove fra et dyi analvseres, og dyrct p5 grundlag af 
anal y sens resulut henferes tU en kategori af cgnede dyr eller en kategori af uegnede 

d>T. 

Grisc dc undcrsoges for en arvelig defeki tned bensyn til ubehagelig lugt af dvrets kod- 
cller fedtvaev, idet man bestemmer tUstedevjerelse eller fravsr i proven af 

- en metabolit af stoffet, der er ansvaiiigi for den ubebageljge lugt af dyrets 
kod- eller fedtvaev, 

- ei nanjrligt enzym, der kan metabolisere stoffet, der er ansvaiiigi fo: den 
ubcbageligc lugt, eller 



LO 

- en DNA-sefcvens, soxn koder for produktioncn af pagacldende enzym. 
Proven underage* fortrinsvis for en metabolit af indol eller skatol. 
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Den forcliggcndc opfindelse ang4r en fremgangsma'de til at undersogc -gristfof at 
bestemme om de cr egnet til avl ellcr formering, vcd hvilken fremgangsma'de en prove 
fra et dyr analyseres, og dyret p5 grundlag af analysens resultat henfores til en kategori 
af egnede dyr eller en kategori af uegnede dyr. 

5 Ved den danske svineproduktion anvendes traditionelt hangrise, der er kastreret, for 
at undgl lugtproblememe, der kan vaere ved k0d fra ukastrerede grise. Dettc ked kan 
ved tilberedningen hos forbrugeren udvikle en ubebagelig lugt, den s&caldte ornelugt. 
Det er ganske vist kun ca. 5 % af de ukastrerede hangrise, der har denne uheldige 
egenskab, men da det ikke uden videre kan forudsiges, hvilke grise, der vil give k0d 
10 med ubebagelig lugt, m5 svineproducenterne af forbrugerhensyn kastrere alle hangrise. 

Den ubehagelige lugt, der kan vaere ved k0d fra ukastrerede hangrise, hidrerer isair fra 
frigerelsen af skatol, men kan ogsa" stamme fra androstenon, der isaer forekommer hos 
aeldre dyr. 

Indholdet af skatol i kod fra ukastrerede hangrise afhaenger af forskellige faktorer og 
15 varierer inden for vide graenser. Overskrides en gracnse p5 0,20-0,25 ppm. skatol i 
spaskket anses det normalt for uegnet til tilberedning hos forbrugeren. Ligger indholdet 
under denne graense vil forbrugeren ikke maerke nogen lugtgener. 

Der er foretaget omfattende undentfgelser for at finde arsagen til, at nogle hangrise har 
et h0jere skatolindhold i kodet end andre. Det er fundet, at foderets sammensa;tning 

20 spiller en vaesentlig rolle, men ogs5 andre faktorer er afg0rende, f. eks. tarmens 
bestand af bakterier, Srstiden og staldforholdene, se f. eks. "Measurement and 
prevention of Boar Taint i Entire Male Pigs", INRA Editions, Paris 1993, editor M. 
Bonneau (Proceedings of a meeting of the E.A.A.P working group in Roskilde, 
Denmark, 12.-14. oktober, 1992). Det er ogsS blevet foreslSet, at genetiske forhold 

25 skulle have betydning for skatoldeponeringen i spaek, isaer i ssrlige miljoer, men denne 
hypotese er ikke blevet bekrasftet, se K. Lundstrom og B. Malmfors: "Genetic 
influence on skatole disposition in entire male pigs", ibid. 159-165. 
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Ved dc hidtil forctagnc undcrs0gelscr cf 'fu'ndcf 7 fcl megct &ttiitichsdt billedc af 
Srsagsforholdenc, og man har ikke kunnet pege p£ nogen enkelt faktor som 
hovcdansvarlig for forckomstcn af skatol hos hangrise, hvis kod er ucgnct til 
tilbercdning hos forbrugcren. 

5 I dc scncstc Sr cr dcr i Danmark udviklct og indfert en spcktrofotomctrisk 
analyscmctodc til bcstcmmclsc af skatolindholdct i svincslagtckroppc af ukastrcrcdc 
hangrise, sc f. cks. dansk patent nr. 155.200 (EP-B-0 088 103). Vcd hjaelp af denne 
metode cr dct muligt at frasorterc kroppe, hvis kod vil udvikle ubchagclig lugt vcd 
tilberedningen. Det blivcr sSledcs muligt at undgS den i Danmark traditionelt anvendtc 
10 kastrering af de ungc hangrise. Metodcn er imidlertid omkostnings- og pladskraevede. 
Dct er desuden blevct foreslSet at bestemme skatol indholdet ved immunologisk 
analyse, sc f. cks. dansk patentans0gning nr. 4221/89 (EP-A-0 368 942), men 
mctoden har ikke vundet indpas. 

Sidetebende med udviklingen og indforelscn af den ovennaevnte spektrofotomctriske 
15 metode pS de danskc slagtcrier cr dcr arbejdet med at finde Srsagsforholdcne til den 
ubehagelige lugt, men hidtil har det ikke i vaesentligt omfang vaeret muligt at begraense 
antallet af dyr med ubehagelig lugt. Forskellige forholdsregler vedrorende fodringen 
og staldforholdenc er blevet foreslSet, uden at dct i vaesentlig grad formindsker 
problemet. Et relativt h0jt antal af frasorterede slagtckroppc udger stadig en betragtclig 
20 meromkostning ved produktionen af kod fra ukastrerede hangrise, idet kodct fra de 
frasorterede, lugtende slagtekroppe ikke bmges til feisk konsum, men m§ forarbejdes 
p5 slagteriet til produkter, der ikke skal opvarmes hos forbrugeren. 

FormSlet med opfindelsen er at rcducere problemernc i forbindelse med lugtende kod 
fra ukastrerede hangrise p5 en vaesentligt mere markant m&de end det hidtil cr 
25 lykkedes ved forskellige forholdsregler. 

Ifolge opfindelsen har det overraskende vist sig, at hovedSrsagen til, at dcr 
forekommcr lugtende hangrise er, at disse dyr har en arvelig defekt, der giver sig 
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udtryk i dcrcs mctabolitter af skatol, og at forekomsten afjugtende dyr.j en bestand ; 
kan rcduccres eilcr elimineres p5 kortcre cller laengere sigt ved, at der i avlen eller 
formcringcn kun anvendes dyr, der ikke iider af denne defekt. Nasrmere bestemt er 
forklaringen p5 skatolproblemet hos ukastrerede hangrise, at de lugtende dyr lider af 
5 en (arvelig) metabolisk defekt, der bevirker, at de ikke er i stand til at udskille skatol 
i fornedent omfang, at det ved kendskab til forskellen i metabolismemensteret hos 
normale og lugtende dyr er muligt ved f. eks. analyse af en plasma- eller urinprove 
at afslore, om et dyr vil blive et problemdyr, og at dette anvendes i avlsarbejdet. 

Det er ved forsog blevet bekraeftet, at den arvelige defekt er af overordcntlig stor 
10 betydning for skatol indholdet og desuden giver sig udtryk i metabolitter, hvis niveau 
og art er tydeligt anderledes end i normale dyr. I modsaetning til hvad der hidtil har 
vaeret antaget af fagfolk inden for omrSdet, kan de lugtende dyr sSIedes Mart adskilles 
fra de normale dyr. 

FremgangsmSden ifplge opfindelsen er derfor kendetegnet ved, at grisene underseges 
15 for en arvelig defekt med hensyn til ubehagelig lugt af dyrets ked- eller fedtvaev, 
hvorved bestemmes pS ievrigt kendt mSde tilstedevaerelse eller fravasr i proven af 

- en metabolit af stoffet, der er ansvarligt for den ubehagelige lugt af dyrets 
kod- eller fedtvaev, 

- et naturligt enzym, der kan metabolisere stoffet, der er ansvarligt for den 
20 ubehagelige lugt, eller 

- en DNA-sekvens, som koder for produktionen af pSgaeldende enzym. 

FremgangsmSden ifelge opfindelsen repraesenterer en tydelig forbedring i forhold til 
den hidtil anvendte analyseteknik, hvor man mS undersoge hver eneste slagtekrop af 
de ukastrerede hangrise, og hvor graensen mellem lugtende og ikke lugtende dyr 
25 desuden pavirkes af forskellige faktorer, sasom staldmiljo, foder, transport og 
behandling p5 slagtedagen. Ved fremgangsm5den ifolge opfindelsen konstateres det 
ikke alene p5 entydig mSde, om det undcrsogte dyr herer til den lugtende kategori, 
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men undersogelscns resultat kan ogs5 overfores til efteritoriimefhe af deTundersegte s 
dyr, sAledes at kun dc godc dyr anvendes til avl ellcr formering. Pa" grundlag af 
tidligere udferte analyser af skatolindholdet i plasmaprever fra forskclligc individcr af 
ukastrerede hangrisc kunnc dct ikkc forudses, at det cr muligt at opnS cn S5 vacscntlig 
5 forbcdring af produktioncn af ukastrerede hangrisc. 

Stoffer, der er ansvarlige for den ubehagelige lugt fra grises kod- eller fedtvaev, og 
hvis metabolittcr soges pavist if0lge den omhandlede fremgangsm5de, er f. eks. indol, 
skatol (3-methyl-indoI) eller andre indol derivater, androstenoner eller andre 
feromoner. 

10 En prove fra et dyr analyseres for et eller flere af stofferne ved i og for sig kendte 
analysemetoder, f. eks. HPLC, GC, TLC, spektrofotometri, fluorimetri, immunologisk 
analyse, elektroforese eller "blotting"-analyse. Fortrinsvis anvendes HPLC. 

Den ved fremgangsmSden ifolge opfindelsen analyserede prove kan vaere urin, plasma, 
spyt ellcr lever-, kod- eller fedtvaev, eller deres koncentratcr eller ekstrakter. Ved 
15 plasma skal overalt forstas blodplasma. 

Ved grise skal der i foreliggende sammenhacng navnligt forstas orner og ukastrerede 
hangrise, idet lugtproblemerne er storst ved disse dyr. Ved grise skal der imidlertid 
ogsl forstas soer og kastrerede hangrise, idet dc undertiden ogsS kan udvikle en 
ubehagelig lugt som den, der kendes fra omer eller ukastrerede hangrise. 

20 Ved en DNA-sekvens skal i det foreliggende ogsS forstas de deraf afledte sekvenser 
for eller efter opformering, f. eks. mRNA og tRNA. 



Fravacr af metabolit, enzym eller DNA-sekvens betyder, at den undersogte gris har en 
arvelig defekt med hensyn til mctabolismen af stoffet, der er ansvarligt for den 
ubehagelige lugt. Tilstcdevasrelse af visse metabolitter, der ikke forekommer i normale 
25 grise, kan imidlertid ogsS vaere en indikator for, at grisen har en sSdan arvelig defekt. 
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Dct drejer sig da om mctabolitlcr, der dann^soip Compensation foi^den-arvelige: 
defekt. 



I foreliggendc sammenhaeng betyder ordct "fravajr", at de S0gte substanscr (metabolit, 
5 cnzym eller DNA-sekvens) ikke kan findcs ved den anvcndtc analysemetode eller 
findes i en lille maengde, f. eks. ved de lugtende dyr i en vssentlig mindre maengde 
end i en gennemsnitlig bestand af dyr eller en bestand af normale dyr, f. eks. kun i den 
halve msngde. Ordet "tilstedevsrelse" betyder i foreliggende sammenhsng, at de 
segte substanser findes i en storre msngde. I forbindelse med en kompenserende 
10 metabolisme i lugtende dyr findes metabolitten, der dannes som felge af denne 
omsstning, f. eks. i en maengde, der ligger vaesentlig over det, der er i en gennem- 
snitlig bestand af dyr eller en bestand af normale dyr, f. eks. i den dobbelte msngde. 

En foretrukket udf0relsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelsen bestar i, at 
preven unders0ges for en metabolit af indol eller skatol. Skatol er hovedansvarlig for 
15 den ubehagelige lugt, i det mindste i den danske svineproduktion. 

Der er fundet en tydelig sammenhasng mellem lugtende grise og tilstedevasrelse eller 
fravaer af bestemte metabolitter af skatol og skatollignende forbindelser. I overens- 
stemmelse med dette bestar en udforelsesform i, at proven analyseres for en metabolit 
valgt blandt forbindelserne med formlerne 



20 
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hvori gruppemc R uafhaengigt af hinanden er tiellef>OH, og gfuppcivR' betydcrGH 3 , •• ; ; 
CH 2 OH, CHO ellcr COOH, idct mindst en af gruppemc R er OH, nar R* betyder CH 3 , 
og deres e there med glucuronsyrc, sulfatestere, N-oxider og N-glucuronider. 

Saerlig tydclig sammenhaeng og klarc analyseresultater opnis, n5r proven analyseres 
5 for en forbindelse med formlen la eller lb med en 4-, 5-, 6- eller 7-stiiIet OH- 
gruppe. 

Fortrinsvis analyseres proven for 6-hydroxyskatol. 

Den substansmaengde, der skal vaere til stede for at indikere, om den undersogte gris 
har en arvelig defekt med hensyn til ubehagelig lugt, afhaenger af analysemetoden og 
10 den sogte substans. NSr der er tale om den saedvanlige metabolisme, foretraekkes det, 
at den sogte metabolit findes i en macngde, der Jigger mindst 2 gange, isaer mindst 3 
gange under gennemsnittet hos en tilfaeldigt sammensat, storre population af grise, for 
et dyr kategoriseres som et individ med arvelig defekt med hensyn til ubehagelig lugt. 

NSr der er tale om en kompensationsmetabolisme til den normale metabolisme af 
15 stoffet, der er ansvarligt for den ubehagelige lugt, analyseres proven for en sSdan 
metabolit, og det foretraekkes, at den sogte metabolit findes i en maengde, der ligger 
mindst 2 gange, isaer mindst 3 gange over gennemsnittet hos en tilfaeldigt sammensat, 
storre population af grise, for et dyr kategoriseres som et individ med arvelig defekt 
med hensyn til ubehagelig lugt. 

20 Ved fremgangsmSden ifolge opfindelsen kan en prove analyseres for flere metabolitter, 
herunder f. eks. metabolitter fra en kompensationsmetabolisme, hvorefter analyse- 
resultaterne kan indsaettes i en algoritme for undersogelse af tilstedevaerelse eller 
fravaer af arvelig defekt. Herved kan eventuelt opfanges fejl i analysen eller 
detektionen. Metoden kan ogs5 bruges til pS 6n gang at detektere flere defekter, f. eks. 

25 vedrorende metabolismerne af forskellige, ubehageligt lugtende stoffer, sSsom skatol 
og androstenon. 
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For at forbcdrc dctektionssikkerhcden og undga.at iVflBrc afhajngi^afiden naturligc 
forckomst af del ubchagcligt lugtendc stof, som kan varierc mcd bl.a. fodersammen- 
saetning og Srstid, kan dcr i grisenc indcn udtagningen af proven injiccrcs en dosis af 
stoffet, dcr er ansvarligt for den ubehagelige lugt. Den anvendte dosis kan vaere af en 
5 sSdanne storrelse, at grisens naturlige indhold kun kommer til at udg0re en mindre del. 
Omsaetningen af dosen i grisen kan folges ved at udtage prover med fastsatte tids- 
intervaller og analysere for indholdet af metabolitter. 

For at kunne skelne stoffet, der er indgivet kunstigt, fra stoffet, der forekommer 
naturligt, og for derved at kunne eliminere sidstnaevntes indflydelse pS analyse- 
10 resultatet, foretraekkes det, at det indgivne stof er maerket, fortrinsvis med de 
radioaktive isotoper M C, 13 C, 3 H eller 2 H, som er indsat et eller flerc steder i stoffets 
molekyle i stedet for det tilsvarende almindelige grundstofatom, eller at det indgivne 
stof foreligger i form af en ikke naturligt i grise forekommende skatolanalog, 
fortrinsvis tropisetron eller ondansetron. 

15 Metabolittcrne kan bestemmes vcd mSlemetodcr som HPLC, GC, ELISA, TLC og 
spektrofotometri. Som matrice anvendes fortrinsvis en prove af plasma, urin eller spyt. 
En fordel ved at bestemme tilstedevacrelse eller fravaer af en metabolit/metabolitter er, 
at metoden er forholdsvis simpel at etablere. 

Den fundne tydelige sammenhacng mellem lugtende grise og oxygenholdige metabolit- 
20 ter af skatol betyder, at defekten kan findes i cytochrom P^-systemet, f. eks. i et 
manglende isoenzym. Ved en saerlig udforelsesform af fremgangsmSden ifolge 
opfindelsen analyseres proven derfor for et P^-isoenzymsystem eller en DNA- 
sekvens, som koder for produktionen af dette isoenzym. 

Cytochrome P^-isoenzymer er en stor familie af enzymer, der betegnes som terminale 
25 oxidoreduktaser, dvs. det er enzymer, der er i stand til at katalysere indbygningen af 
et oxygenatom i et organisk molekyle, f. eks. skatol. De forskellige mere eller mindre 
ens enzymer betegnes isoenzymer og kan opdeles i 25 familier, der igen kan opdeles 
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i underfamilier. Dct cr karaktcristisk for ct isoenzyta, fct dfcr. oxygenafoniy det kan-: di 
indfcrc i ct organisk molekyle, oftcst indferes ct bcstcmt sted, f. eks. sora cn 7a- 
hydroxy-gruppe i tcstostcron. Dcr ses dog oftc ct bctydligt overlap mellem 
isoenzymernes spccificitct. For mange af isoenzymerne findes substrater, der kan 
5 anvendes til test af dcres tilstedevaerelse og/ellcr aktivitet. For Acre af isoenzymerne 
kendes eksempler pi, at de udtrykkes afhaengigt af den tilstedcvaerende maengde af 
forskellige hormoner, s&som va&kst- eller konshormoner, og det betyder, at dyrets alder 
kan have betydning for, hvor tydeligt defekten udtrykkes. 

Efter at isoenzyme^ der er ansvarlig for defekten, er identificeret, kan denne viden 
10 derefter danne grundlag for udvikling af en DNA-baseret testprocedure. Den anses at 
have vaesentlige fordele ved at vaere billig og hurtig. 

I forbindelse med et for defekten ansvarligt cytochrom P 450 -isoenzym kan udvikles en 
test for tilstedevaerelse eller fravaer af dette isoenzym eller den tilsvarende genetiske 
kode. Fortrinsvis anvendes en af felgende metoder: 

15 1) Maengden af det eller de interessante isoenzymer bestemmes pS f. eks. en 

blod- eller leverbiopsiprove, Som mSlemetode anvendes f. eks. ELISA, SDS- 
PAGE, Northern eller Western blotting eller evt. HPLC eller CZE. En fordel ved 
en sSdan procedure er, at den er simpcl, og at resultaterne er sikre. 

2) Der fremskaffes et testsubstrat, der kan afgore, om det aktuelle isoenzym er 
20 til stede i f. eks. en blod- eller Ieverbiopsipr0vc. Som milemetode anvendes f. 

eks. ELISA, HPLC, CZE, GC eller spektrofotometri. En fordel ved en sSdan 
procedure er, at den er simpel, og at resultaterne er sikre. 

3) Det undersoges, om den genetiske kode for det eller de interessante 
isoenzymer er til stede i f. eks. en blod- eller leverbiopsiprove, evt. efter 

25 forstaerkning ved hjaelp af PCR. Som mSlemetode anvendes f. eks. ELISA, SDS- 
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PAGE, Northern eller Westerne blotting cllervevt.: HPLC^Iki CZE. En furdeli! oi (..': 
ved cn sSdan procedure er, at den er hurtig og billig. 

Et enzym, der har vist sammenhaeng med den omhandlede defekt, er P 4j0 IID6. 
Fortrinsvis analyseres proven derfor for enzymet ?^\D6 eller en DNA-sekvens, som 
5 koder for produktionen af dette enzym. 

Opfindelscn angar ogs§ anvendelse af mindst €t foraclderdyr, som er fundet fri for 
arvelig defekt med hensyn til ubehagelig lugt af dets k0d- eller fedtvaev ved 
fremgangsmSden ifolge krav 1, eller som nedstammer fra et eller flere sSdanne dyr, 
ved avl eller formering af grisc. 

10 Desuden angar opfindelsen anvendelse af saed fra omer, som er fundet fri for arvelig 
defekt med hensyn til ubehagelig lugt af deres kod- eller fedtvaev ved 
fremgangsmSden ifolge krav 1, eller orner, som nedstammer fra et eller flere sSdanne 
dyr, til inseminering af S0er. 

Opfindelsen illustreres af de felgende eksempler, hvori 
15 - fig. 1 og 2 viser chromatogrammer af urinprever, 

- fig. 3 og 4 scintillationstacllingsdiagrammer af delvis rensede fraktioner og 

- fig. 5 og 6 chromatogrammer af rensede fraktioner med metabolit Mil. 



Eksempel 1 



I en ukastreret hangris med normalt skatolindhold og i en ukastreret hangris med 
20 forhojet skatolindhold injiceres 5 mg/kg radioaktivt maerket skatol. Fra grisene 
opsamles urinfraktioner over forud bestemt tidsintervaller. Prever fra urinfraktionerne 
analyseres chromatografisk ved hjaelp af en kendt HPLC-analysemetode, jvf. Jens 
Hansen-Meller. "Determination of indolic compounds in pig back fat by solid phase 
extraction and gradient high-performance liquid chromatography with special emphasis 
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on the boar taint compound skatolc, Journal of Chromatography, 624 (1992) 479-490. 

I fig. 1 og 2 cr vist ct chromatogram af en urinprovc opsamlct fra hcnholdsvis en 
normal gris og fra en lugtende gris. 

Det ses af chromatogrammerne, at metabolitten MH findes i den normaie gris, men 
5 helt savnes i den unormale gris, der har forhejet skatolindhold. I den unormale gris 
findes metabolitten Mill derimod i hojere maengde end i den normaie gris. Forsoget 
viser derfor, at den unormale gris har en afvigende metabolisme, der giver sig udtryk 
i et overraskende anderledes metabolitmenster. 

Eksempel 2 

10 

Dette eksempel omhandler isolering og identificering af en skatol-metabolit fra en 
ukastreret hangris med normalt skat olind hold. 

Opsamling af fraktioner med metabolittcr af skatol: 

I grisen injiceres intravenost 5 mg/kg radioaktivt market skatol. Urinfraktioner 
15 opsamles derefter fra grisen. Urinfraktionen, der opsamles 6 til 8 timer efter 
indgivelsen af det radioaktivt maerkede skatol, har st0rst radioaktivitet. Der bruges 
1150 ml af denne urinfraktion, som filtreres gennem et papirfilter, tilszettes 0,05 % 
natriumazid og afgasses pS ultralydbad. pH mSles til 7,8. 

1. rensning: 

20 Til fraktionering af urinen anvendes en 100 cm lang glaskolonne med 2,5 cm indre 
diameter. Kolonnematerialet er Amberlite XAD-2 (polystyrenmatrix) med en partikel- 
st0rrelsc p& 0,3 til 1 mm. Sejlen stilles i kolerum for at gere de radioaktive 
metabolitter mere stabile og haemme bakterievaskst i sojlen. 



DK 171085 B1 



11 



Scjlen skyllcs forst mcd methanol ved ct flow' pi 3,0 ml/mm/ S&jlen skjfe c&efter 
mcd ca. 800 ml 0,01 M kaliumphosphatbuffer mcd pH 7,5. Til bufferoptesningen cr 
sal 0,05 % natriumazid som konservcringsmiddel. Urinfraktioncn sacttcs p3 sejlen, og 
dcr skylles mcd ca. 500 ml buffcroplosning. Dcrcftcr cluercs i to timer med en vand- 
5 methanolblanding med et stigende methanol indhold, idet der anvendes en gradient- 
blander. Til slut elueres med methanol. Flowet er her - ligesom i de folgende 
procedurer - 3,0 ml/min., med mindre andet er angivet. 

De forste 500 ml eluat opsamles i to portioner i 250 ml (fraktion 1 og 2). Derefter 
opsamies eluatet i fraktioner a 25 ml. Fra hver fraktion udtages en 50 jil pr0ve til 
10 scintillationstaelling. Resultaterne er afbildet i fig. 3. Det ses, at ikke alle de radioaktive 
stoffer bliver adsorberet pa sojlen, idet fraktioneme 1-48, der opsamles under 
prevepasaetningen og skylningen af S0jlen, ogsl indeholder radioaktive stoffer. 

Urinen blev pasat indtil fraktion 30, hvorefter S0jlen blev skyllet med bufferoptesning 
indtil fraktion 48. Ved fraktion 49 pSbegyndtes clueringen med vand-methanolblan- 
15 dingen. 

Halvdelen af de radioaktive stoffer elueres mcd methanol i fraktioneme 67-75, der 
viser en forholdsvis markant top i fig. 3. Fraktioneme 67-75 sammenhaddes og 
inddampes til torhed i en rotationsfordamper. Torstoffet genopleses i 100 ml vand. 

2. rensning: 

20 Sejlen skylles indledningsvist med methanol og buffer som ved ferste rensning. 
Derefter pasaettes oplosningen med torstof fra fraktioneme 67-75 pS sejlen med en 
hastighed p5 1,0 ml/min. Sojlen skylles mcd ca. 400 ml bufferoplesning, og en 
gradienteluering gennemf0res med en vand-methanolblanding med et mcthanolindhold 
stigende fra 0 til 100 % i l 0 bet af 10 timer. Flowet er 2,5 ml/min. Til slut elueres med 

25 methanol ved et flow pa 2,5 ml/min. Nar gradientelueringcn startes, opsamles eluatet 
i fraktioner p3 25 ml. Fraktionernes indhold af radioaktive stoffer underseges med en 
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scintillationstaeller. Del scs af resultateme, der er afbildct j fig. 4, at dcr er sket en 
adskillelsc, idct kurven har tre tydeligc toppunktcr. Disse toppunktcr reprasenterer tre 
forskclligc metabolitter eljer grupper af metabolitter med forskellig polarilet, hvorvcd 
den mest polaerc findes laengst til vcnstre i figurcn. 

5 Fraktionerne 33-42 haeldes sammcn og inddampes. Terstoffet oploscs i ca. 35 ml 
vand. 

3. rcnsning: 

Der foretages en yderligere oprensning ved hjaelp af praeparativ HPLC. 

10 HPLC-metoden er isokratisk. Den mobile fase bestir af 3 % tetrahydrofuran og 0,01 
M kaliumphosphatbuffer med pH 6,0. Der anvendes UV-detektion ved 280 nra. Den 
anvendte preparative kolonne har en laengde pi 250 mm og en indvendig diameter pS 
8 mm. Matcrialet er Spherisorb ODS-2 (fra Phase Separation, USA) med en partikcl- 
st0rrelse pS 5 fim. 

15 Den vandige oplosning af torstoffet chromatograferes lidt ad gangen, idet der 
indsprcjtes 500 |xl pr. gang (loop-volumenet er 500 Hver chromatografering tager 
40 minutter, da de upolsere stoffer i blandingen er laenge om at blive elueret med den 
meget polaere, mobile fase. Fig. 5 viser et typisk chromatogram optaget ved 280 nra. 
Eluateme ved toppen, der er maerket "8.425", opsamles og inddampes til nsr torhed 

20 i en rotationsfordamper ved 30-40 °C Terstoffet, der benaevnes metabolit Mil, 
genopl0ses i 10 ml vand. Radioaktiviteten i 25 jaI m51es ved vaeskescintillation til ca. 
90.000 cpm. 
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4. rcnsning: - >-j>.- ;~uf.- : :::-v.. : .• , 

Vcd analyse af den vandige opening af Mil med andre mobile faser end anvendt ved 
ovenstSende oprensning, ses det, at stoffet ikke er helt rent. Det er nodvendigt med 
endnu en oprensning ved hjaelp af praeparativ HPLC 

Der vslges en mobil fase indeholdende 12 % acetonitril i 0,01 M kaliumphosphat- 
buffer med pH 6,0. Flowet er 4,0 ml/min. MII-op!0sningen chromatograferes 500 yd 
ad gangen. Fig. 6 viser et chromatogram optaget ved 280 nm. Eluaterne ved toppen 
med en retentionstid p3 8,5 minutter opsamles og inddampes til t0rhcd i en 
rotationsfordamper. T0rstoffet genopteses i 5 ml vand. Oplosningen analyseres med 
to forskellige mobile faser for at undersege, om stoffet er rent. Begge analyser viste 
kun en top. Metabolitten Mil er isoleret. 

Afsluttende rensning: 



Slutrensningen foretages for at fjeme buffersubstans og rester af det kiselgelbaserede 
kolonnemateriale, idet der udfpres en fastfaseekstraktion. Der anvendes en XAD-2- 
15 S0jle (0,7 x 4 cm, partikelstorrelse p3 0,3-1 mm). Rensningen f0lges ved HPLC- 
analyse af eluatet. Sejlen vaskes med 20 ml acetone, derefter med 20 ml methanol og 
til sidst med 50 ml vand. MII-opl0sningen haeldes derefter pa" S0jlen. Det meste Mil 
adsorberes pi kolonnematerialet, mens den uorganiske buffersubstans passerer igennem 
S0jlen. S0jlen vaskes to gange med 5 ml vand pr. gang. Metabolitten Mil elueres ved 
20 hjaelp af 5 ml methanol. Sejlen vaskes to gange med 5 ml methanol pr. gang. De tre 
methanolfraktioner haeldes sammen og inddampes til t0rhed i en rotationsfordamper. 

Identifikation: 



En prove af den isolerede metabolit Mil opteses i D 2 0. NMR-spektre optages og 
analyseres. Der foretages ogs& en massespektrometrisk unders0gelse af metabolitten 
Mil. Konklusionen p3 analysen af NMR- og massespektrene er, at Mil er 6-hydroxy- 
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skatol, idct NMR-spektrene viser, at stoffct er cn 6^5dtetflureret'^skato^L'OgfI•U:-:. 
massespcktrcne afslorer, at stoffet er skatol, hvorpS er bundet ct oxygcnatom. 

Eksernpel 3 

PS tilsvarendc mSde som bcskrcvet i ckscmpcl 2 isolcres og idcntificcrcs 3-methyI-3- 
5 hydroxy-oxindol som metabolit af skatol, idcr der dog anvcndcs cn ukastrcrct hangris 
med hojt skatol indhold. 

PS samme mSde findes yderligerc metabolitter, f. eks. andrc af dc i fig. 1 og 2 vistc 
metabolittcr. 

Eksernpel 4 

10 Dette eksernpel omhandler bestemmelse af metabolit-koncentrationen i grise med 
normalt og forhojet skatolindhold med henblik pS at bekraefte, at nogle hangrise har 
en arveligt betinget defekt med hensyn til metabolisme af skatol og derfor er 
langsommere til at omsaette skatol end flertallet af hangrise. 

Grisene udvaelges pS grundlag af deres naturlige skatolindhold i Mod. Fire af 
15 hangrisene har et "hojt" skatolindhold i blodet, mens de resterende tre hangrise har et 
"normalt" skatolniveau i blodet. Til sammenligning undersoges ogsS fire soer. 

Skatol macrket med I4 C injiceres intravenost i dyrene i en dosis pS 5 mg/kg. 
Blodprover udtages pS forskellige tidspunkter i 24 timer efter injektionen. Desuden 
opsamles urinen. 

20 Blodproverne analyseres for skatol og metabolitterne MI, Mil, Mil og MIV ved 
HPLC-analyse, jvf. Jens Hansen-Moller: "Determination of indolic compounds in pig 
back fat by solid phase extraction and gradient high-performance liquid chromato- 
graphy with special emphasis on the boar taint compound skatolc, Journal of 
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Chromatography, 624 (1992) 479-490. ^rafWendefdog^ri lS'^ 1 ; ' * 

har en komst0rrelse pa" 5 u.m. Skatol bestemmes ved 'fluoV^ccnsactcktibn, "mens *~ " 
metabolitternc bestemmcs ved scintillationsdetcktion. PS grundlag af konccntrationen 
i preverne og tidsintervallet for opsamlingen beregncs AUC-vaerdicrnc (AUC = Area 
5 Under Curve). 

Resultater: 

AUC-v«erdier i mmol.h/ml for skatol og dens metabolitter i plasma: 



20 



Gns 


Nr. 


Skatol 


MI 


Mil 


Mill 


MIV 


Hangris (N) 


1 


33 


8 


94 


110 


23 


Hangris (N) 


2 


39 


13 


137 


95 


15 


Hangris (N) 


3 


19 


10 


79 


61 


10 


Hangris (H) 


4 


44 


65 


9 


214 


18 


Hangris (H) 


5 


52 


77 


4 


228 


46 


Hangris (H) 


6 


48 


52 


1 


258 


48 


Hangris (H) 


7 


40 


40 


0 


185 


37 


So 


8 


43 


7 


135 


94 


63 


So 


9 


29 


25 


194 


40 


28 


So 


10 


28 


13 


115 


67 


34 


So 


11 


21 


13 


147 


125 


23 



Bern.: (N) = normalt skatolindhold; (H) = forhojet skatolindhold ("lugtende" hangrise) 



Det ses af tabellen, at hangrise med et normalt skatolindhold har en AUC-vaerdi for 
metabolitten Mil (6-hydroxy-skato!) i blodet pS sS meget som 79-137 mmoLh/ml, 
25 mens de "lugtende" hangrise har en AUC-vaerdi for Mil pS kun 0-9 mmol.h/ml. Der 
er altsS en markant forskel i AUC-vajrdierne for Mil mellem normale og "lugtende" 
hangrise, hvilket skyldes en arveligt betinget defekt hos de lugtende grise, s3 de kun 
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langsomt omsaettcr skatol. P3 grand af dei):^jp]igt L :beting^ i >^^ 1 jbnkel i MH- r 
indholdet er dct forholdsvjs let at adskillc de to typer grise fra hinandcn, i modsaetning 
til ved den hidtil anvendte metode, hvor en mere usikker graense for et tilladeligt 
skatolindhold anvendes til at adskille de to kategorier af grise. 

5 Det ses desuden af tabellen, at de lugtende dyr har en delvis kompenserende 
metabolisme for den naevnte arvelige defekt, idet AUC-vacrdien for MI og Mill er 
betydeligt sterre end for normale hangrise (henholdsvis ca. 5 gange og 3 gange s5 
mcget MI og Mill som i normale grise). Kompensationen er dog kun delvis, idet 
unders0gelser har vist, at "body clearance" og udskillelsen af skatol i urinen er mindre 
10 end hos normale hangrise. 

Eksempel 5 

PS tilsvarende mlde som i eksempel 4 foretages der en undersegelse af skatolmeta- 
bolismen i forskellige grise, idet indholdet af metabolittcr bestemmcs i leverprever. 

Resultater: 

15 De lugtende grise har et forhojet indhold af MI. Derudover findes mindst to yderligere 
metabolitter Mx og My, der hos lugtende grise forekommer i stflrre maengder i Ieveren 
end hos normale grise. 

Eksempel 6 

20 Fra normale og defekte grise isoleres mikrosomalfraktioner. De inkuberes derefter med 
skatol (50 fiM), og dannelsen af skatols forskellige metabolitter, specielt 6- 
hydroxyskatol, undersoges ved tilstedevaerelse eller fravaer af mulige inhibitorer. 



De mikrosomale proteiner opstemmes i en 0,1 M phosphatbuffer tilsat 0,2 mM 
HADPH og et NADPH-genererende system. Der anvendes en inkubationstid pS 15-60 
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minutter ved 37°C. Rcaktioncn startcs vcd tilsaetning af dc mikrosomalc protciner og 
stoppcs ved tilsaetning af trifluoreddikesyre og afk0ling pS is. Som muligc inhibitorer 
anvcndcs acctanilid (100 \iM), cyclosporin A (10 \iM), phcnacctin (10 og 100 \iM), 
quinidin (0,1, 1 ellcr 10 nM) mephcnytoin (80 \iM), chlorzoxazon (80 jzM) eller 
5 triacetyloleandomycin (10 cllcr 100 urn). Reaktionen fclges vcd HPLC-analysc af 
reaktionsblandingen. 

O-demcthylringen af dextromethorphan undersoges ligeledes med og uden 
tilstedevsereise af skatol. 

10 Resultatcrne viser, at quinidin kraftigt inhiberer dannelsen af 6-hydroxyskatol, 
hvorimod inhibitorer til andre isoenzymer som CYP2E (chlorzoxazon), CYP2C 
(mephenytoin) og CYP1A (acetanilid og phenacetin) kun havde ringe effekt. 
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Patentkrav 

1. Frcmgangsm3de til at undereoge grisc for at bcstemme om dc er cgnet til avl eller 
formering, ved hvilkcn fremgangsma'de en prove fra ct dyr analyscres, og dyret pi 
grundlag af analysens rcsultat henfores til en kategori af egnede dyr eller en kategori 
af uegnede dyr, kendetegnet ved, at grisene undersoges for en arvelig defekt med 
hensyn til ubehagelig lugt af dyrets kod- eller fedtvsv, hvorved bestemmes p5 iovrigt 
kendt mSde titstedevaerelse eller fravaer i proven af 

- en metabolit af stoffet, der er ansvarligt for den ubehagelige lugt af dyrets 
ked- eller fedtvaev, 

- et naturligt enzym, der kan mctabolisere stoffet, der er ansvarligt for den 
ubehagelige lugt, eller 

- en DNA-sekvens, som koder for produktioncn af pagsldende enzym. 

2. FremgangsmSde ifelge krav 1, kendetegnet ved, at proven undereoges for en 
metabolit af indol eller skatol. 

3. FremgangsmSde ifolge krav 1, kendetegnet ved, at proven analyseres for en 
metabolit valgt blandt forbindelserne med formlcrne 




lb 
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hvori gruppeme R uafhaengigt af hinanden ef H eller OH r ^g^pp%^'KYy^r^ 3 e , £e « nt: 
CH 2 OH, CHO cller COOH, idct mindst en af gruppeme R er OH, nir R' betyder CH 3 , 
og deres ethere med glucuronsyre, sulfatestere, N-oxider og N-glucuronider. 

4. FremgangsmSde ifolge krav 3, kendetegnet ved, at pr0ven analyseres for en 
5 forbindelse med formlen la eller lb med en 4-, 5-, 6- eller 7-stilIet OH-gruppe. 

5. FremgangsmSde ifolge krav 4, kendetegnet ved, at proven analyseres for 6- 
hydroxyskatol. 

6. FremgangsmSde ifolge krav 1, kendetegnet ved, at dyrcne, i hvilke den segte 
metabolit findes i en maengde, der ligger 2 gange, isacr 3 gange under gennemsnittet 

10 hos en tilfaeldigt sammensat, storre population af grise, kategoriseres som dyr med 
arvelig defekt med hensyn til ubehagelig lugt. 

7. FremgangsmSde ifelge krav 1, kendetegnet ved, at pr0ven analyseres for en 
metabolit af en kompensationsmetabolisme til den normale metabolisme af stoffet, der 
er ansvarligt for den ubehagelige lugt, og at dyrene, i hvilke den sogte metabolit findes 

15 i en maengde, der ligger 2 gange, isacr 3 gange over gennemsnittet hos en tilfaeldigt 
sammensat, stone population af grise, kategoriseres som dyr med arvelig defekt med 
hensyn til ubehagelig lugt. 

8. FremgangsmSde ifolge krav 1, kendetegnet ved, at proven analyseres for flere 
metabolitter, og at analyseresultatcme indsaettes i en algoritme for undersegelse af 

20 tilstedevaerelse eller fravaer af arvelig defekt. 

9. FremgangsmSde ifolge et af kravene 1-8, kendetegnet ved, at der i grisene inden 
udtagningen af proven injiceres en dosis af stoffet, der er ansvarligt for den 
ubehagelige lugt. 
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10. FremgangsmSde ifolge krav 9, kendetegnet ved, at stoffct er market, fortrinsvis 
mcd ,4 C, 13 C, 3 H cllcr 2 H, cllcr forcliggcr i form af en ikke naturligt i grisc 
forekommende skatolanalog, fortrinsvis tropisctron cllcr ondansetron. 

11. FremgangsmSde ifolge krav 1, kendetegnet ved, at proven analyscrcs for et P 4J0 - 
5 isoenzymsystem cller en DNA-sekvens, som kodcr for produktionen af dette 

isoenzym. 

12. FremgangsmSde ifolge krav 11, kendetegnet ved, at proven analyscrcs for enzymet 
P 450 IID6 ellcr en DNA-sekvens, som koder for produktionen af dette enzym. 

13. FremgangsmSde ifolge ct af kravene 1-12, kendetegnet ved, at proven er urin, 
10 plasma, spyt eller lever-, kod- cller fedtvaev, eller deres koncentrater eller ekstrakter. 

14. Anvendelse af mindst ct foraeldcrdyr, som er fundet fri for arvelig defekt med 
hensyn til ubehagelig lugt af dets kod- eller fedtvacv ved fremgangsmSden ifolge krav 
1, cller som nedstammer fra et eller flere sSdanne dyr, ved avl eller formering af grise. 

15. Anvendelse af sacd fra orner, som er fundet fri for arvelig defekt med hensyn til 
15 ubehagelig lugt af deres kod- ellcr fedtvaev ved fremgangsmSden ifolge krav 1, eller 

omer, som nedstammer fra et cllcr flere sSdanne dyr, til inscmincring af soer. 
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